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INHIBIDOR DE ME T ALO CARBOX I PE P T I DAS AS 
COMO AGENTE FIBRINOLITICO 

CAMPO DE LA INVENCION 

5 

La presente invencion se refiere a inhibidores cie 

metalocarboxipeptidasas como agentes f ibrinoliticos . En 

particular, la presente invencion se refiere a la 
identificacion, clonacion y determinacion de la secuencia 

10 del gen y de la proteina por el codificada y a la 

aplicacion de las propiedades f ibrinoliticas de uno de 

ellos procedente de la sanguijuela Hirudo medicinalis, el 
LCI (de Leech Carboxypeptidase Inhibitor) . 

15 1.- ANTECEDENTES DE LA INVENCION 

Las proteasas y sus inhibidores participan en 
numerosos procesos biologicos (Fritz, H., Schmidt, I., and 
Turk, V. (eds.) (1990) Special volume on Proteinase 
20 Inhibitors and Biological Control Biol. Chem. Hoppe- 
Seyler, Vol. 371; Aviles, F.X. (ed. ) (1993) Innovations in 
Proteases and their Inhibitors, Walter de Gruyter, 
Berlin.), entre los cuales esta el de la coagulacion y la 
fibrinolisis, constituyendo la subfamilia de las 
25 metalocarboxipeptidadas un importante grupo dentro de 
ellas (Hooper NM (ed. ) (1996) Zinc Metalloproteases in 
Health and Disease, Taylor and Francis Ltd., London). Al 
contrario que en el caso de los inhibidores de 
endopeptidasas, tan solo se han identificado unos pocos 
30 inhibidores de metalocarboxipeptidasas (Aviles et al . 
(1993) Eur. J. Biochem. 211, 381-389; Hass & Ryan (1981) 
Methods Enzymol. 80, 778-7 91 ;Homandberg et al. (1989) 
Arch. Biochem. Biophys. 270, 153-161; Normant et al . 
(1995) Proc. Natl. Acad. Sci . USA 92, 12225-12229). Los 
35 inhibidores de Solanacea y de Ascaris inhiben las 
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carboxipeptidasas a traves de su region C-terminal que 
interacciona con el enzima como un substrate. Por ei 
contrario, el inhibidor procedente del cerebro de rata 
inhibiria a traves de una region que presenta similitud de 
5 secuencia con el bucle inhibidor de las regiones "pro" de 
estos enzimas, o sea posicionando el bucle inhibidor sobre 
el centro active del enzima (Coll et al. (1991) EMBO J., 
10, 1-9; Guasch et al . (1992) J. Mol. Biol., 224, 141-57; 
Garcia-Saez et al . (1997) EMBO J. 16, 6906-6913). 

10 Se ban aislado diversos inhibidores proteicos de 

proteasas a partir de sanguijuelas (Ascenzi et al. (1995) 
Molec. Aspects Med. 16, 215-313) . Entre los mismos los hay 
que actuan como anticoagulantes, por ejemplo las hirudinas 
especificas de trombina y la antistatina especifica del 

15 factor Xa (Tuszynsky et al . (1987) J. Biol. Chem. 262, 
9718-9723) . Es un hecho destacable que la sanguijuela 
parece contener inhibidores contra todas las proteasas de 
los mastocitos humanos (triptasa, quimasa, catepsina G y 
metalocarboxipeptidasa A) . Los mastocitos al ser activados 

20 en los procesos infectivos liberan enzimas que contribuyen 
a iniciar el sistema de defensa del huesped. Los 
inhibidores que produce la sanguijuela podrian tener como 
funcion el bloqueo del mencionado sistema de defensa del 
huesped [Huntley et al. (1990) Parasite Immunol. 12, 85- 

25 95; Douch et al . (1996) Int. J.Parasitol. 26, 91-95; 
Miller, H.R. (1996) Vet. Immunol. Immunopathol . 54, 331- 
336; Arizono et al . (1996) Clin. Exp. Immunol. 106, 55- 
61]. 

Se describe a continuacion la secuencia del gen, de 
30 la proteina en el codificada y algunas caracteristicas de 
un nuevo inhibidor de metalocarboxipeptidasas obtenido de 
sanguijuela, el primero descrito para este organismo, que 
se ha denominado LCI (de Leech Carboxypeptidase 
Inhibitor) . Tambien se describe su produccion recombinante 
35 y ensayos de actividad biologica. El LCI presenta muy poca 
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similitud de secuencia con otros inhibidores de 
carboxipeptidasas descritos previamente. El LCI 
participaria en la eliminacion de coagulos sanguineos a 
traves de la inhibicion de la carboxipeptidasa B (o 
5 metalocarboxipeptidasa B) de plasma sanguineo, tambien 
denominada TAFI, enzima que ha sido recientemente 
involucrado en el retardo de la fibrinolisis (Bajzar et 
al. (1995) J. Biol. Chem. 270, 14477-14484; Sakharov et 
al. (1997) J . Biol. Chem. 272, 14477-14482). 

10 

2.- COMPENDIO DE LA INVENCION 

Es un objetivo de la presente invencion la 
identif icacion de un inhibidor de metalocarboxipeptidasas, 
15 el LCI (de Leech Carboxypeptidase Inhibitor) , de la 
sanguijuela Hirudo medicinalis. 

Es otro objetivo de la presente invencion la 
determinacion de la secuencia del gen y de la proteina por 
el codificada, y la caracterizacion de la misma como una 
20 molecula con alta actividad inhibidora de 

metalocarboxipeptidasas . 

Es todavia otro objetivo de la invencion la 
utilizacion del inhibidor de metalocarboxipeptidasas de 
acuerdo con secuencia ID N° 2, aislada o en combinacion 
25 con otros agentes f ibrinoliticos a los que complementa o 
potencia, para la preparacion de un medicamento util como 
agent e f ibrinolitico . 

La presente invencion tambien se refiere a una 
composicion farmaceutica que comprende, como agente 
30 activo, una cantidad efectiva de dicho inhibidor de 
metalocarboxipeptidasas, o de derivados, y un excipiente 
farmaceuticamente aceptable . 

Finalmente, es objetivo de la presente invencion la 
caracterizacion de la actividad f ibrinolitica del 
35 inhibidor de metalocarboxipeptidasas, el LCI, como 
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principal objetivo terapeutico y aplicado del mismo. 
3. DESCRIPCION DE TALIADA DE LA INVENCION 

5 Los objetivos de la presente invencion estan 

relacionados con la identif icacion, la clonacion y 
determinacion de la secuencia del gen y de la proteina por 
el codificada, y con sus propiedades f ibrinoiiticas, de un 
inhibidor de metalocarboxipept idasa procedente de la 
10 sanguijuela Hirudo medicinalis , el LCI (de Leech 
Carboxypeptidase Inhibitor) . 

En la forma de realizacion preferida de la presente 
invencion los objetivos propuestos se han alcanzado 
mediante un proceso que incluye los objetivos parciales 

15 que se describen a continuacion. 

En primer lugar se ha aislado e identificado una 
actividad inhibidora de metalocarboxipeptidasas en 
extractos de la sanguijuela Hirudo medicinalis (LCI de 
Leech Carboxypeptidase Inhibitor) . Asimismo se ha 

20 establecido un procedimiento de purificacion del LCI, 
nativo y recombinante, y unos procedimientos de 
caracterizacion del mismo. 

En una forma de realizacion adicional de la presente 
invencion se ha obtenido una secuencia peptidica del 

25 fragmento N-terminal del inhibidor LCI nativo obtenido y 
purificado a partir del extracto de la sanguijuela Hirudo 
medicinalis. La informacion obtenida a partir de esta 
secuencia ha sido clave para el diseno de diversos 
oligonucleotides que han permit ido la posterior clonacion 

30 del gen del LCI. 

En otra forma de realizacion de la presente invencion 
- se ha preparado una genoteca de expresion de cDNA que, 
juntamente con los oligonucleotides anteriormente 
mencionados, han permitido disenar una estrategia de PCR- 
35 RACE mediante la que se ha logrado la clonacion del gen 



WO 00/31140 




PCT/ES99/00378 



del LCI. Consecuencia directa de esta forma de realizacicn 
ha sido la determinacion de la secuencia nuclectidica del 
mencionado gen y de la proteina por el codificada. 

En otra forma adicional de realizacion de la presente 

5 invencion se han disenado sistemas de expresior. heteroioga 
de LCI recombinante (rLCI), solo o en forma de proteina de 
fusion. Asimismo se han disenado los correspondientes 
protocolos de separacion proteolitica del rLCI ae la 
proteina de fusion y los procedimientos de purificacion y 

10 caracterizacion del rLCI. 

En otra forma de realizacion de la presente invencion 
se ha determinado la actividad f ibrinolitica del LCI, 
actividad relacionada con su accion inhibidora de 
metalocarboxipeptidasas. La utilidad terapeutica del LCI 

15 se basa en la mencionada actividad f ibrinolitica del 
mismo . 

A continuacion se describe un ejemplo que ilusrra el 
modo preferente de desarrollo de la presente invencion, el 
cual no pretende abarcar todas las posibilidades de diseno 
20 y aplicacion de la presente invencion. 

4 . - EJEMPLO DEL MODO PREFERIDO DE REALIZACION DE LA 
INVENCION 

25 Los objetivos de la presente invencion se han 

alcanzado con la identif icacion, la determinacion de la 
secuencia del gen y de la proteina por el codificada, y de 
sus propieades f ibrinoliticas, de un inhibidcr de 
metalocarboxipeptidasas procedente de la sanguijuela 

30 Hirudo medicinalis, el LCI (de Leech Carboxypepridase 
Inhibitor) . 



35 4. A. Aislamiento, purificacion, determinacion de la masa y 
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6 

secuenciacion del LCI. 

Se purified LCI a partir de extracto cie sanguijuela 
Hirudo medicinalis (GEN Therapeutica, Bad Zwischenahn) . Se 
5 disolvieron 0, 5 g de extracto en tampon Tris/acetato 20 mM 
(pH 8,0). Se centrifugo a 13.000 x g durante 10 min y tras 
equilibrar el pH se cargo el sobrenadante en una columna 
de intercambio anionico preparativa (TSK-DEAE 5PW, 2,5 x 
15 cm; Toyo-Soda) conectada a un sistema de FPLC 
10 (Pharmacia) . Se eluyo mediante un gradiente lineal (0% a 
100 9 o) de acetato amonico 0,8 M, tamponado con Tris/acetato 
20 mM (pH 8,0). El flujo fue de 4 ml /min durante 80 min. 
Las fracciones se recogieron y se determinaron las 
actividades inhibidoras de las metalocarboxipeptidasas 

15 CPA1, CPA2 y CPB pancreaticas . La actividad inhibidora del 
LCI sobre dichas metalocarboxipeptidasas, asi como sobre 
la carboxipeptidasa B (o metalocarboxipeptidasa B) 
plasmatica, la mas relevante para esta invencion, asi como 
y las correspondientes Ki fueron determinadas de acuerdo 

20 con ensayos previamente descritos (Burgos et al. (1989) J. 
Chromatog., 481, 233-243; Molina et al . (1992) Gene 
116,129-138 y (1994) J. Biol. Chem. 269, 214 67-21472). Las 
Ki resultantes fueron de -0,4 nM, a pH 7,5. Las fracciones 
que presentaban actividad inhibidora (fracciones 64min y 

25 69 min) fueron liofilizadas y cromatograf iadas por HPLC de 
fase reversa (columna Vydac C4) con un gradiente lineal 
(20% a 42%) de acetonitrilo en acido trif luoroacetico 
0,1%, a un flujo de 1 ml /min durante 60 min. La actividad 
inhibitoria de metalocarboxipeptidasas eluyo a los tiempos 

30 de retencion de 38 y 34 min. La pureza del inhibidor se 
determino mediante electrof oresis de SDS-tricina (Schagger 
& Von Jagow (1986) Anal. Biochem. 166, 369-376). La masa 
molecular se determino mediante espectroscopia de masas 
MALDI-TOF (BRUKER) . Se realizo tambien la secuenciacion de 

35 residuos N-terminales e internos mediante degradacion 
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automatica cie Edman. La secuencia de los mencionados 28 
residuos corresponde con la del apartado "Listado de 
secuencias" . 

5 4.B. Clonacion y secuenciacion del cDNA del LCI. 

A partir de la secuencia peptidica N-terminal y de un 
fragmento interno del LCI se disenaron oligonucleotides 
degenerados que permitieron una amplif icacon de cDNA por 

10 RACE-PCR (Fritz et al. (1991) Nucleic Acids Res. 19, 3747- 
3753; Frohman et al . (1988) Proc . Natl. Acad. Sci. USA 85, 
8998-9002; Chenchik et al. (1996) BioTechniques 21, 526- 
534) . Los oligonucleotides, sintetizados por MWG-Biotech 
(Ebersberg, Germany), fueron los siguientes: 

15 Nl : 5 ' -GACGAATCNTTYYTNTGYTAYCA-3 ' con N=A, C,G,T e Y=C, T 
(secuencia deducida a partir de los aminoacidos 5-12 del 
LCI) 

N2: 5 ' -TGTGCTAYCARCCNGAYCARGT-3 ' con R=A, G (a partir de 
los aminoacidos 9-16) 
20 N3: 5 ' -CCAGACCARGTNTGYTGYTTYAT-3 ' (a partir de los 
aminoacidos 13-20) 

CI: 5 ' -CCTGTGSWRTANGGNACCCA-3 ' con S=G,C y W=A,T; (a 
partir de los aminoacidos 55-49) 

YXT: 5 ' -CGAGGGGGATGGTCGACGGAAGCGACCT18-3 ' , (modificado 
25 segiin Fritz et al. (1991) Nucleic Acids Res. 19, 3747- 
3753) 

Y: 5 ' -CGAGGGGGATGGTCGACGG-3 ' , (representa parte de YXT) 
X: 5 ' -GATGGTCGACGGAAGCGACC-3 ' , (representa parte de YXT) 

El RNA total se aislo mediante el metodo del 

30 tiocianato de guanidinio (Chomczynski y Sacchi (1987) 
Anal. Biochem. 162, 156-159) a partir de sanguijuelas 
congeladas, y el mRNA poly (A) + se purified mediante 
afinidad por oligo (dT) (Pharmacia) . La primera hebra del 
cDNA se realizo utilizando como cebador el oligonucleotide 

35 XYZ . En primer lugar se amplif ico un fragmento interno del 
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cDNA asi como el 3' { 3 ' -RACE ) . Para la primera fase del 
PCR se utilizaron los cebadores Nl , N2 y N3 en todas las 
combinaciones con el cebador CI o los cebadores X y Y. Se 
utilize la polimerasa Goldstar polymerase (Eurogentec, 
5 Belgica) mediante 30 ciclos de : a 94°C durante 20 sec, 
seguido de 1 min a 53 °C y finalmente la extension final a 
72 °C durante 2 min. Los productos del PCR se separaron por 
geles de electroforesis en agarosa 1,8%/Tris acetato. Los 
productos de la amplif icacion se eluyeron del gel y 
10 subcionados en el sistema pGEM-T AT-de (Promega) 
yutilizados posteriormente para transformar la cepa JM109 
deE.coli. El extremo 5' del cDNA se obtuvo mediante el 
Marathon cDNA amplification kit de Clontech, USA. Para 
ello se utilizo el cebador adaptador API de Marathon y los 
15 cebadores especificos del gen 5 ' -TAGTCAAGAAGAGAAATGCCCT-3 ' 
y 5 ' -TTAGCCTCGCATCAGTGACACACG-3 ' (complementarios a los 
nucleotidos 361-340 y 300-277 del cDNA (ver el apartado 
Listado de secuencias) . La secuenciacion de las diferentes 
secuencias parciales amplificadas permitio disenar nuevos 
20 cebadores para 5 '-RACE. Finalmente se obtuvo la secuencia 
del cDNA del LCI, consistiendo en un ORF de 24 3 pb, ademas 
de dos regiones no traducidas, una de 21 pb situada en 
posicion 5' respecto al ORF y otra de 182 pb situada en 3' 
del misirto (ver el apartado Listado de secuencias) . La 
25 traduccion del ORF genera una secuencia de 81 aminoacidos, 
conteniendo un peptido senal de 15 residues, lo que 
implica una secuencia del LCI maduro de 66 aminoacidos 
(ver el apartado Listado de secuenciasV. Una busqueda en 
los bancos de datos de secuencias mostro que ninguna 
30 secuencia similar al LCI habia sido descrita previamente. 

4.C. Expresion heterologa del LCI. 

La expresion heterologa del LCI se realizo mediante 
35 los vectores pIN-II I-0mpA3 (Ghrayeb et al . (1984) EMBO J. 
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3, 2437-2442; Molina et al . (1992) Gene 116,129-138; 
Molina et al . (1994) J. Biol. Chem. 269, 21467-21472) y 
pET-32b (Promega) . El vector pIN-III-OmpA3 fue digerido 
con EcoRI, los extremos digeridos con nucleasa Mung bean y 
5 digeridos con BamHl . Al vector linearizado resultante se 
le ligo el producto de lo obtenido (descrito en el 
apartado anterior) generandose el plasmido pIN-III-OmpA3- 
LCI y se transformo en la cepa MC1061 de E. coll. De forma 
similar, el vector pET-32b se digirio con EcoRV y BamHl y 
10 se le ligo el producto de lo obtenido (descrito en el 
apartado anterior) generandose el plasmido pET-32b-LCI y 
se transformo en la cepa ADA4 94 de E. coli. 

Para la obtencion del LCI recombinante (a partir de 
ahora rLCI) como inoculo se utilizaron 5 ml de MC1061/pIN- 
15 III-OmpA3-LCI que se incubaron durante la noche a 37 °C en 
M9CAS (conteniendo 0,3% de glicerol) y se utilizaron para 
inocular 5 1 del mismo medio. Despues de 2 h se ariadio 
IPTG, a una concentracion final de 0,5 mM. 24 h tras la 
induccion se centrifugo el cultivo a 10.000 x g durante 20 
20 min y el sobrenadante se paso a traves de un cartucho Sep- 
Pak Plus C18 (Waters, Millipore) . El material retenido en 
la columna se eluyo con 4 0 ml de 2-propanol al 30% y se 
concentro con un roto-vapor para eliminar el disolvente 
organico. A continuacion se purifico el rLCI tal y como se 
25 ha descrito en el apartado 4 .A. El rLCI se encontraba en 
el medio de cultivo. La cuantif icacion se realize 
determinando la actividad inhibidora de 

metalocarboxipeptidasas . 

En el caso del plasmido ADA494/pET-32b-LCI , el 
30 procedimiento fue el siguiente. Como inoculo se utilizaron 
5 ml de ADA4 94/pET-32b-LCI, que se incubaron durante la 
noche a 37°C en medio LB y que se utilizaron para inocular 
1 1 del mismo medio. Cuando la densidad 6ptica del cultivo 
alcanzo valores de 0,4-0,6, se anadio IPTG, a una 
35 concentracion final de 0,4 mM. Tres horas despues se 
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purified el rLCI ( intracelular y como proteina de fusidn a 
tioredoxina) utilizando una columna de Ni~" (Pharmacia) . 
La proteina de fusion se eluyo mediante imidazcl 1 M, NaCl 
0,5 M, Tris/HC120 mM, pH 7,9. Poster iormente se separo el 
5 rLCI de la proteina de fusion mediante digestidn por 
enteroquinasa (Sigma) y purified tal y como se ha descrito 
en el apartado 4. A. La cuantif icacion se realizo 
determinando la actividad inhibidora de 

metalocarboxipeptidasas . 

10 En ambos casos se optimizo la expresion. En el caso 

del sistema pIN-III-OmpA3 el rendimiento mas elevado se 
encontro utilizando glicerol 0,3% y IPTG 0,5 rnM, de 
acuerdo con resultados previos en sistemas semejantes 
(Molina et al. (1992) Gene 116,129-138). El rendimiento, 

15 cultivado en frasco, fue de 3,4 mg/1 de sobrenadante, con 
una recuperacion del 60%. El rLCI se purified segun lo 
descrito en el apartado 4 . A. , y como control del 
procesamiento correcto por parte de la celula huesped se 
realizo una secuenciacion del extremo N-terminal y una 

20 determinacion de la masa molecular mediante espectroscopia 
de masas M7VLDI-TOF. En el caso del sistema pET-32b se 
obtuvieron 20-40 mg/ 1 de la fusion tioredoxina-rLCI . Tras 
la digestion mediante enteroquinasa se obtenian 7 mg/1 con 
una recuperacion del 50%. 

25 

4,D. Ensayo de actividad f ibrinolitica del LCI. 

El LCI promueve la degradacion de los coagulos de 
fibrina por inhibicion de la carboxipeptidasa B (o 

30 metalocarboxipeptidasa B) plasmatica o TAFI (la constante 
de inhibicion es - 0,4nM). Ello es congruente con el hecho 
demostrado ■ de que este ultimo enzima inhibe la 
fibrinolisis al destruir los sitios de fijacion del 
plasminogeno a la fibrina (Sakharov et al . (1997) J. Biol. 

35 Chem. 272, 14477-14482). El ensayo se realizo con los 
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componentes purificados de la f ibrinolisis . La coagulacion 
inicial (promovida por trombina) y la subsiguiente 
f ibrinolisis (inducida por el activador del plasminogeno) 
se monitorizo a lo largo del tiempo por el aumento o 

5 disminucion de la turbidez en un ensayo 
espectrof otometrico a 405 nm (Bajzar et al • (1996) J. 
Biol. Chem. 271,16603-16608). Diferentes concentraciones 
de carboxipeptidasa B (o metalocarboxipeptidasa B) 
plasmatica, previamente activada a partir de su zimogeno 

10 por un mezcla de trombina (20 nM) -trombomodulina (50 nM) , 
se ensayaron frente a concentraciones crecientes de LCI en 
un tampon HEPES 0,02 M,NaCl 0,15 M, CaC12 5 mM,Tween80 
0,01%, pH 7,4. El medio de f ibrinolisis consistia en 
fibrinogeno (3,36 mM) , Glu plasminogeno (0,89 mM) , a2- 

15 antiplasmina (0,56 mM) y antitrombina III (1,11 nM) . Esta 
mezcla se mezclo con las diferentes concentraciones 
preparadas previamente de mezclas de carboxipeptidasa B (o 
metalocarboxipeptidasa B) plasmatica-LCI y se ensayo en 
pocillos de una microplaca que contenia trombina (6,0 nM) 

20 y activador de plasminogeno (441pM) . Se siguio la 
turbidez, a 405 nm, de las muestras de cada pocillo de la 
placa con medidas cada 2,5 min, a 37°C, y se midio el 
tiempo medio de lisis del coagulo. En las muestras que no 
contenian LCI el tiempo necesario para la lisis del 

25 coagulo era mucho mayor (no llegando nunca a mas de un 5% 
de lisis en 30 horas) . En cambio, en presencia de LCI, la 
caboxipeptidasa B (o metalocarboxipeptidasa B) plasmatica 
resulto inhibida y por lo tanto la turbidez del medio 
desaparece mas rapidamente . La destruccion del coagulo 

30 resulto mucho mas rapida (la lisis ya era del 75% en 1,5 
horas, alcanzandose el 100% en menos de 3 horas) . 
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REIVINDICACIONES 

1. Secuencia nucleotidica recombinants que codifica 
5 para una secuencia de proteina que corresponde a un 

inhibidor de metalocarboxipeptidasas de Hirudo 
medicinalis . 

2. Secuencia nucleotidica segun la reivindicacion 1, 
caracterizado por el hecho de que comprende la secuencia 

10 identificada como SEQ ID N° 1 del listado de secuencias . 

3. Secuencia polipeptidica codificada en la secuencia 
nucleotidica segun las reivindicaciones 1 y 2 , 
caracterizada por el hecho de que comprende la secuenci' 
identificada como SEQ ID N° 2 del listado de secuencias. 

15 4 - Secuencia polipeptidica de acuerdo con 1_ 

reivindicacion 3, donde dicha secuencia es sustancialmente 
homologa a la secuencia identificada como SEQ N°2. 

5. Secuencia nucleotidica que comprende una secuencia 
codificante de un polipeptido sustancialmente homologo a 

20 la secuencia ID N° 2, segun la reivindicacion 3. 

6. Vector de expresion procariota o eucariota 
caracterizado por el hecho de que incluye la secuencia 
nucleotidica recombinante segun cualquiera de las 
reivindicaciones 1, 2 6 5, y por el hecho de que es capaz 

25 de expresar el inhibidor de metalocarboxipeptidasas 
biologicamente active 

7. Celula de Escherichia coli transformada 
caracterizada por el hecho de que comprende un vector de 
expresion segun la reivindicacion 6 y por el hecho de que 

30 es capaz de producir el inhibidor de 

metalocarboxipeptidasas biologicamente activo. 

8. Procedimiento para preparar el inhibidor de 
metalocarboxipeptidasas recombinante segun cualquiera de 
las reivindicaciones 3 a 4, caracterizado por el hecho de 

35 que comprende 
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(i) el cultivo del transf crmante que 
contiene un vector de expresion capaz de 
expresar un inhibidor de 
metalocarboxipeptidasas biologicamente 

5 active; y 

(ii) la obtencion y purificacion del mismo. 

9, Procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 8 
caracterizado por el hecho de que el procese recombinante 
se lleva a cabo en un huesped procariota o eucariota. 
10 10. Inhibidor de metalocarboxipeptidasas de acuerdo 

con las reivindicaciones 3 6 4, como agente f ibrinolitico . 

11. Utilizacion del inhibidor de 
metalocarboxipeptidasas de acuerdo con las 
reivindicaciones 3 6 4, para la preparacion de un 

15 medicament© util como agente f ibrinolitico ♦ 

12. Utilizacion del inhibidor de 
metalocarboxipeptidasas segun la reivindicacion 11, en 
combinacion con otros agentes f ibrinoliticos a los que 
complementa o potencia para la preparacion de un 

20 medicamento util como agente f ibrinolitico . 

13. Composicion farmaceutica que comprende, como 
agente activo, una cantidad efectiva del inhibidor de 
metalocarboxipeptidasas, o de derivados, de acuerdo con 
cualquiera de las reivindicaciones anteriores, y un 

25 excipiente farmaceuticamente aceptable. 
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Lista de secuencias . 



I N FORMAC I ON GENERAL 
( i ) SOLICIT ANTE 
5 (A) NOMBRE: UNI VERSITAT AUTONOMA DE BARCELONA 

( B ) CALLE: Campus UNI VERSITARI 

( C ) CIUDAD: BELL ATERRA 

( D ) PROV1NCIA: BARCELONA 

(E) PA1S:ESPANA 

10 ( F) CODIGO POSTAL (CD):08193 

(G) TELEPONO: 93-581-16 36 



(A) NOMBRE: LUDWIG MAXIMILIANS UN I VERSITAT MUNCHEN 

( B ) CALLE : 20 NU S SB AUM STRAS SE 
15 (C) CIUDAD: MUNCHEN 

(D) PAIS: ALEMAN1A 

( E ) CODIGO POSTAL (CD):D-80336 

( i i ) TITULO DE LA INVENCION: INHDBIDOR DE METALOCARBOXIPEPTIDASAS COMO 
AGENTE FIBRINOLITICO 
20 (iii) NUMERODE SECUENCIAS: 2 

( i v ) FORMATO PARA LECTURA POR ORDENADOR: 

(A) TIPO DE SOPORTE: Disco flexible 

( B ) ORDENADOR: IBM PC Compatible 

( C ) SISTEMA OPERATIVO: PC-DOS/MS-DOS 

25 ( D ) PROGRAM A: Patentin Release #1.0. Version #1.30 (EPO) 



SEQ ID NO:l 

LOCUS: cDNA lineal de doble helice 

DEFINICION: gen del inhibidor de metalocarboxipeptidasas 
30 de Hirudo medicinalis 

CARACTERISTICAS : Local i zacion/Cal if icadores 

/producto ="LCI" 
/codon de inicio=22 
/codon de parada= 265 
35 ORIGEN DE LA MOLECULA: (a) Organismo : Hirudo medicinalis 
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COMPOSICION DE BASES 129 A 

GACTTGGTAA CTCATTCGAT CATGTTTCTG 
CCACCTGGTG ATTTCGTCGC ATACACCAGA 
AACCAGACCA GGTGTGCTGT TTCATTTGCA 
5 TCAGAAGGGG AATGCAATCC ACATCCTACA 
GGCTGTAGAG TGGGTTCCCT ACTCTACTGG 
TCCCATATGT CGAGTAGATG ACCCATCGTG 
CTCTCATTAT TTTCCTGAAC GCATCCTTGT 
CTTCTTGACT AATTATTTTG CTGAGTTAAA 
10 CAT TAT T TAA TAATGTTCTC GTTTGAATAA 
AAAAAAGAAA AAAAA 




PCT/ES99/00378 



99 C 96 G 141 T 

CTCGTTTTCC TGTGCTGCCT 50 
TGAGAGTTTC TTGTGCTACC 100 
GAGGAGCGGC ACCTTTGCCT 150 
GCACCCTGGT GCCGGGAAGG 200 
TCAATGTCGC ACAACCTGCA 250 
TGTCACTGAT GCGAGGCTAA 300 
TGAAATTTAA GGGCATTTCT 350 
ATAATAAAAT AAT AT T G AAG 4 00 
AATATGATCG AAAGATAAAA 450 

465 



SEQ ID NO: 2 

1 gacttggtaactcattcgatc 21 

15 22 ATG TTT CTG CTC GTT TTC CTG TGC TGC CTC CAC CTG GTG 60 

-15 MFLLVFLCCLHLV -3 



61 ATT TCG 
-2 IS 

20 

100 CAA CCA 
12 Q P 

139 GCA CCT 
25 25 A P 

17 8 ACA GCA 
38 T A 



TCG CAT ACA CCA 

S H T P 

GAC CAG GTG TGC 

D Q V C 

TTG CCT TCA GAA 

L P S £ 

CCC TGG TGC CGG 

P W C R 



GAT GAG AGT TTC 
D E S F 

TGT TTC ATT TGC 
C F I C 

GGG GAA TGC AAT 
G £ C N 

GAA GGG GCT GTA 
E G A V 



TTG TGC TAC 99 

L C Y 11 

AGA GGA GCG 138 

R G A 24 

CCA CAT CCT 177 

PHP 37 

GAG TGG GTT 216 

E W V 50 



30 217 CCC TAC TCT ACT GGT CAA TGT CGC ACA ACC TGC ATC CCA 255 

51 PYSTGQCRTTC IP 63 

256 TAT GTC GAG tagatgacccatcgtgtgtcactgatgcgaggctaactc 303 

64 Y V E * 66 

35 

-304 tcattattttcctgaacgcatccttgttgaaatttaagggcatttctcttc 354 

355 ttgactaattattttgctgagttaaaataataaaataatattgaagcatta 4 05 

406 tttaataatgttctcgtttgaataaaatatgatcgaaagataaaaaaaaaa 456 

457 gaaaaaaaa 465 
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